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Resumen. 
 
 La degradación del cartílago articular, principal síndrome de la artrosis, es una 
causa muy común de dolor y discapacidad en la población activa y jubilada. Al día de 
hoy no existen recursos eficaces para evitar esta enfermedad ni métodos para detener su 
empeoramiento [1]. Por estos motivos, la Ciencia de Materiales junto a la Ingeniería de 
Tejidos proponen una estrategia basada en la regeneración del cartílago articular a través 
de sustitutos fabricados con biomateriales que proporcionan a las células un entorno 
mecánicamente estable y estimulante para favorecer la regeneración del tejido [2].  
 Varios estudios han demostrado la eficacia del ácido poli-L-láctico (PLLA) 
como biomaterial para la fabricación de estructuras tridimensionales (andamios) 
destinadas a la Ingeniería Tisular del cartílago [3, 4, 17], pero sus propiedades 
mecánicas y estructurales se han caracterizado principalmente en entornos estáticos. 
Para obtener productos que respondan de manera adecuada a las solicitaciones 
mecánicas de la articulación, particularmente de rodilla, es necesario estudiar en 
profundidad las propiedades mecánicas de este biomaterial en entornos que simulen el 
comportamiento fisiológico de actuación. 
 En este proyecto, se propone estudiar la evolución de las propiedades mecánicas  
de un andamio estructural de PLLA en entornos dinámicos de flujo y de deformación a 
través de experimentaciones diseñadas y realizadas a propósito. Se evalúa la 
permeabilidad y los cambios estructurales del andamio de PLLA sometido a 
deformaciones compresivas tanto escalonadas como dinámicas, y se estudia el 
comportamiento de la permeabilidad de la estructura sometida a una degradación bajo 
flujo. Los resultados obtenidos demuestran que la arquitectura del andamio, 
inicialmente heterogénea, se homogeneíza al aplicarle una deformación de forma 
graduada, lo que se refleja en la conducta de su permeabilidad que disminuye hasta que 
las trabéculas se colapsen. En cambio, cuando se somete el andamio a deformaciones 
cíclicas de fatiga, su permeabilidad aumenta en acorde con la amplitud de deformación, 
y su arquitectura tiende a redistribuirse frente al colapso de las trabéculas delgadas y se 
vuelve más heterogénea. El análisis de la degradación dinámica bajo flujo no pudo 
interpretarse debido a la contaminación fúngica de las muestras durante la 
experimentación. 
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Capítulo 1 
 
Introducción. 
 
 El uso de materiales en aplicaciones y tratamientos médicos como substitutos de 
componentes biológicos se remonta a épocas históricas muy antiguas. Ya en la 
civilización Egipcia se tienen referentes arqueológicos de momias con prótesis 
implantadas, o en las civilizaciones Romana y Griega indicios del uso de diversos 
metales para tratamientos particulares. A mediados del siglo XX, finalizada la Segunda 
Guerra Mundial, la necesidad de generar tratamientos masivos para diversos procesos 
biomédicos promueve una gran evolución en diversas áreas del conocimiento, y dentro 
del mismo, la profundización en la ciencia e ingeniería de los biomateriales.  
 A lo largo del tiempo la definición de biomaterial ha adoptado diversos cambios, 
paralelos al desarrollo que se ha logrado generar en el área. Actualmente el término 
biomaterial designa a aquellos materiales farmacológicamente inertes, utilizados en la 
fabricación de dispositivos que interactúan con los sistemas biológicos, incorporados o 
implantados para reemplazar y/o restaurar tejidos vivos y sus funciones [5]. En el 
desarrollo y avances de los biomateriales se pueden catalogar tres grandes generaciones. 
La primera generación tenía como objetivo encontrar materiales inertes con propiedades 
similares a las del tejido a reemplazar, pero debido a la presencia de lesiones 
provocadas por los implantes, la segunda generación florece con la prioridad de inducir 
una reacción controlada por parte del tejido vivo, es decir, materiales bioactivos y 
biodegradables. Actualmente se desarrollan e investigan los de la tercera generación, 
centrados en la autorregeneración del tejido mediante estímulos a nivel celular y 
molecular [6]. Para ello se utilizan los materiales de la segunda generación, o híbridos 
orgánicos e inorgánicos.  
 Muchos de los dispositivos biomédicos son fabricados con materiales 
poliméricos, debido a la gran cantidad de formulaciones y a la versatilidad de 
aplicaciones que este material otorga, desde el diseño de sistemas de liberación de 
fármacos, en dispositivos para la fijación de fracturas, estructuras tridimensionales que 
sirven como soporte de células vivas, y en el remplazo de tejidos ya sean duros o 
blandos [7]. Esas dos últimas utilidades se investigan y se desarrollan dentro de un 
campo de la biomedicina conocido como Ingeniería de Tejidos. Esta disciplina se 
compone principalmente por tres factores: matriz extracelular (ECM), células y 
estímulos. En sí, la ECM proporciona un soporte mecánico para las células y al mismo 
tiempo actúa como un conductor de señales mecánicas y bioquímicas, como por 
ejemplo los factores de crecimiento. 
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 Una de las grandes líneas de investigación en Ingeniería de Tejidos se dedica a 
la regeneración del cartílago articular. Este tejido tiene funciones específicas tales como 
la de disminuir la fricción entre las superficies articulares en contacto y proteger el 
hueso subyacente de los requerimientos mecánicos. Su estructura uniforme, densa y con 
ausencia de vasos sanguíneos, linfáticos e inervación le otorga las propiedades 
mecánicas para cumplir con su cargo, pero en contrapartida posee una limitada 
capacidad de reparación debido a su falta de irrigación [8,9]. Por ello, una lesión del 
cartílago articular puede extenderse progresivamente y llegar a provocar cambios en la 
estructura y morfología del tejido hasta la pérdida de sus características mecánicas y la 
degeneración del mismo, que son los síndromes principales de la artrosis [10]. 
 En este contexto, la Ciencia de Materiales y las técnicas de Ingeniería Tisular 
ofrecen alternativas para la regeneración del cartílago articular (Musgrave et al., 2002), 
evitando la sustitución de la articulación. Una de las estrategias se basa en el desarrollo 
de implantes de condrocitos, células fundamentales del cartílago, en el interior de 
matrices tridimensionales habitualmente constituidas por biomateriales de tercera 
generación, que actúan como andamiaje (o andamio, scaffold en inglés) [11, 12]. El 
papel del andamio es ofrecer a las células un soporte viable y favorable a su adhesión, 
proliferación y diferenciación, proporcionándoles un ambiente mecánico adecuado [13], 
y conservando los factores bioquímicos de su entorno a través de la difusión de 
nutrientes del medio biológico y de la evacuación de los productos de desecho 
metabólicos [14]. Por estas razones, el material empleado para tales estructuras debe ser 
biocompatible, tener una alta porosidad interconectada, además de presentar unas 
propiedades mecánicas semejantes a las del cartílago articular (como la rigidez o la 
permeabilidad), y una degradabilidad progresiva coordinada con la cinética de 
formación del tejido permitiendo mantener las propiedades mecánicas del mismo. 
 El ácido poli-L-láctico (PLLA), polímero termoplástico de la familia de los 
poliésteres, demostró ser un biomaterial que reúne las características necesarias para su 
uso apropiado en la ingeniería tisular de cartílago [15]. Su biodegradación por hidrólisis 
dentro del cuerpo humano genera como producto el ácido láctico, un intermediario 
común en el metabolismo de los carbohidratos del organismo. Además, sus excelentes 
propiedades químicas, físicas y mecánicas, combinadas con una porosidad controlada a 
través de un proceso de síntesis adecuado, permiten diseñar y fabricar un andamio 
estructural óptimo como implante en la regeneración del cartílago articular.  
 El estudio realizado por Acosta Santamaría V.A. [17] expone la caracterización 
de las propiedades mecánicas y estructurales de un andamio de PLLA, en condiciones 
estáticas de deformación y degradabilidad en inmersión. El autor determina algunos 
factores críticos para el diseño y el uso adecuado de un andamio destinado a la 
regeneración del cartílago articular. Sin embargo, las condiciones estáticas limitan la 
definición de tales factores, y la exposición de un listado más amplio y preciso requiere 
caracterizar el andamio estructural bajo condiciones dinámicas, homólogas al entorno 
fisiológico de su futuro uso in vitro e in vivo. 
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1.1. Objetivos.  
 
 El presente trabajo, de carácter predominante hacía la experimentación, trata de 
ampliar y profundizar el estudio sobre la caracterización mecánica de andamios 
estructurales de PLLA. Para ello, el objetivo planteado es caracterizar las propiedades 
mecánicas de arquitecturas tridimensionales de PLLA bajo condiciones dinámicas de 
flujo y de deformación.  
 Para cumplir con el objetivo principal, se definen los siguientes objetivos 
específicos: 
 Caracterizar la evolución de la arquitectura tridimensional de PLLA frente a 
gradientes de deformación, analizando el comportamiento de la macro-estructura 
trabecular, la porosidad y la permeabilidad en cada estado de deformación. 
 
 Estudiar experimentalmente la evolución temporal de la permeabilidad del andamio 
en un entorno de degradación sometido a flujo. 
 
 Evaluar el comportamiento de las propiedades mecánicas del andamio sometido a 
compresiones dinámicas de fatiga. 
 
1.2. Metodología.  
 
 El estudio desarrollado dentro del marco de este trabajo pretende evaluar las 
propiedades mecánicas de un andamio estructural de PLLA, destinado a la regeneración 
de cartílago articular, cuando el mismo se encuentra en entornos dinámicos de 
degradación inducidos por flujo, y por fatiga debida a compresiones cíclicas.  
 Se plantea una metodología experimental para determinar la permeabilidad del 
andamio, sometido a gradientes de deformación del 10, 20 30 y 40% de su espesor 
inicial, a partir de la medición de la presión generada en su interior por el paso de una 
corriente fluidica. Paralelamente, se efectúan micro-tomografías para cada estado 
deformado con la intención de valorar la evolución de la macro-estructura del andamio 
y de su porosidad.  
 Con un estudio en condiciones dinámicas de degradación, simulando un entorno 
de cultivo celular in vitro y con caudales de flujo controlados (1,5 y 3 mL/min), se 
evalúan en función del tiempo las características mecánicas del andamio (0, 3, 7, 14 y 
21 días). 
 Finalmente, se propone analizar el comportamiento del andamio inmerso y 
sometido a deformaciones cíclicas, a través de un ensayo de fatiga con control en 
deformación. Se pretende simular con estas condiciones un entorno dinámico de cultivo 
celular, en el cual las propiedades mecánicas del andamiaje desempeñan un papel clave 
en la diferenciación de los condrocitos. 
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 Las fases experimentales se efectúan sobre andamios tridimensionales de PLLA 
(Figura 1.1) fabricados y generosamente suministrados por el Centro de Biomateriales e 
Ingeniería Tisular (CBIT) de la Universidad Politécnica de Valencia. El protocolo de 
síntesis y de manufactura de los andamios de PLLA se describe en el Anexo A. 
 
1.3. Subíndice - descripción del trabajo.  
 
 El presente documento consta de 4 capítulos principales, los cuales se detallan a 
continuación: 
 El capítulo 2 presenta la descripción de la permeabilidad como factor de 
caracterización de un andamio, explicando la relevancia de esta característica en la 
regeneración del tejido articular. Se detalla el planteamiento y la realización del 
protocolo experimental que permite determinar los cambios en la permeabilidad del 
andamio de PLLA frente a un gradiente de deformación impuesta, además de la 
evolución de su macro-estructura mediante el análisis de micro-tomografías realizadas 
en cada etapa de su deformación. A partir de estos resultados, se realiza una 
reconstrucción tridimensional del andamio que permite evaluar el comportamiento de la 
porosidad de la estructura. 
 En el capítulo 3 se justifica la importancia de la degradación del andamio de 
PLLA y su implicación en la Ingeniería Tisular. Se establece un protocolo 
experimental para estudiar la evolución de las propiedades mecánicas de la estructura 
tridimensional durante un proceso de degradación dinámica bajo un flujo continuo. 
 El capítulo 4 describe la metodología experimental desarrollada para estudiar y 
analizar el comportamiento de las propiedades mecánicas del andamio en condiciones 
de deformación dinámica. El protocolo se basa en un ensayo de fatiga controlando la 
deformación de las muestras. De esta forma se analiza la influencia de diferentes 
amplitudes de deformación sobre la conducta del andamio. 
 Finalmente, en el capítulo 5 se presentan las conclusiones generales del trabajo, 
las aportaciones más relevantes en el estado del arte, para finalizar con una breve 
descripción de las líneas de trabajo futuro. 
 
 
Figura 1.1: Andamios estructurales de ácido poli-L-láctico (PLLA). 
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Capítulo 2 
 
Comportamiento de la permeabilidad del 
andamio de PLLA bajo gradientes de 
deformación. 
 
Una de las propiedades clave para un andamio destinado a la Ingeniería Tisular 
y aplicado en la regeneración del cartílago articular es su permeabilidad. Dado que el 
cartílago articular está fisiológicamente sometido a demandas mecánicas, es importante 
conocer la influencia de la deformación de la estructura del andamio sobre este 
parámetro. Un conocimiento exhaustivo de estos fenómenos nos permitirá evaluar y 
asegurar el correcto intercambio de nutrientes y residuos metabólicos de las células 
alojadas dentro de la estructura, de tal modo que las mismas puedan proliferar bajo 
estímulos mecánicos y así mismo logren regenerar el tejido con las propiedades 
mecánicas adecuadas.  
A continuación se presentan y analizan los resultados obtenidos 
experimentalmente y realizados con el objetivo de estudiar la permeabilidad del 
andamio (PLLA), sometido a diferentes gradientes de deformación mediante un 
protocolo experimental diseñado y optimizado. Adicionalmente, se estudia la 
arquitectura del biomaterial mediante micro-tomografías con el objetivo de determinar 
la evolución del tamaño de poro y su porosidad, frente a una deformación impuesta.  
Estos resultados permitirán comprender el comportamiento de estos índices 
mecánicos del andamio frente a un gradiente de deformación aplicado, y establecer la 
coherencia de estas tendencias con los resultados obtenidos por otros autores [17]. 
 
2.1. Permeabilidad.  
 
 La permeabilidad es una variable estructural asociada al porcentaje de porosidad 
y que permite establecer la resistencia que tiene un material poroso al paso de un fluido 
(líquido o gaseoso) por su interior sin alterar su estructura interna. Para una aplicación 
adecuada en la Ingeniería Tisular, un andamio estructural debe presentar una porosidad 
interconectada [16, 18-20] que permita tanto la difusión del medio que provee los 
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nutrientes a las células, como la evacuación de los residuos metabólicos. Además, la 
interconexión entre poros facilita la migración de las células en el interior del andamio 
[19, 21-24]. 
 Para determinar la relación entre la porosidad y la interconectividad de la 
estructura, el grupo GEMM implementó un ensayo de permeabilidad fundamentado 
bajo la ley de Darcy [21, 22, 25, 26] (ver Ec. 1).  
 Esta formulación es una función de las propiedades del medio poroso y del 
fluido que lo atraviesa. De hecho, es intuitivo pensar que un fluido muy viscoso se 
desplazará a una tasa menor que el agua por el interior de un mismo tipo de material 
poroso. Por esta razón, la descarga es inversamente proporcional a la viscosidad 
dinámica del fluido 𝝁. En un andamio estructural la permeabilidad intrínseca 𝒌 es una 
función del tamaño de los poros. Así, conforme más pequeño es el tamaño de los poros 
más grande es el área superficial trabecular en contacto con el fluido. Este aumento en 
el área superficial ocasiona un incremento en la resistencia por fricción al flujo e induce 
que la 𝒌 disminuye. 
𝑘 =  
 𝐿
𝐴
 
𝑄
∆𝑃
      (1) 
donde 𝝁 es la viscosidad dinámica del fluido que atraviesa el andamio, 𝑳 el espesor de 
la muestra, 𝑨 su área transversal, 𝑸 el caudal volumétrico y ∆𝑷 la diferencia de presión 
generada a través de la muestra.  
 Se puede calcular la 𝒌 de un andamio poroso, conocidas sus dimensiones y 
midiendo la presión diferencial generada al pasar un flujo determinado a través de él. 
 
2.2.  Materiales y métodos. 
 
2.2.1. Ensayo de permeabilidad. 
 
 Para llevar a cabo el ensayo experimental de permeabilidad bajo diferentes 
gradientes de deformación, se hizo uso de los siguientes insumos: 
 5 muestras cilíndricas de andamios estructurales porosos de PLLA, con 
diámetros de 6 a 6,5 mm y espesores de 5,2 a 5,5 mm. 
 2 cámaras para cultivo celular EBERS® P3D-6. 
 4 discos porosos diseñados especialmente para el ensayo (2 para cada cámara 
P3D-6). Se presenta el diseño en el Anexo B. 
 Una bomba peristáltica Watson Marlow® 323 sciQ. 
 Tubos Tygon® con diámetro interno de 3,2 mm. 
 2 conectores-válvulas de tres vías. 
 Un amortiguador de pulso. 
 Un frasco de 250 mL con agua destilada (cuya viscosidad es 𝝁 = 10-3 Pa·s). 
 Un manómetro diferencial (Testo®521). 
 Un pie de rey digital. 
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 A partir del protocolo experimental elaborado por Acosta Santamaría V.A [17], 
se realizan ciertas consideraciones y modificaciones que optimizan la fase experimental. 
Así, en vez de utilizar el permeámetro patentado por el grupo GEMM [27], ha sido 
preferible usar una cámara de cultivo celular P3D-6 de la empresa EBERS® junto con 
dos discos porosos diseñados con el propósito de sujetar y comprimir el andamio 
simultáneamente (Figura 2.1).  
 Las ventajas de la P3D-6 residen en su cierre ajustable, muy útil para infligir 
progresivamente a la muestra la deformación deseada. Además la transparencia del 
material de fabricación permite hacer el análisis de cada estado comprimido en un 
equipo de μ-CT con facilidad y sin tener que retirar la muestra de su respectiva cámara.  
 Se diseñó un adaptador especial para colocar la cámara P3D-6 en el μ-CT (con 
roscas Luer-Lock macho) de modo que la muestra a analizar se encuentre siempre en la 
misma posición en todas la micro-tomografías realizadas. 
 La adquisición de datos correspondientes a las ∆𝑷 generadas a través del 
andamio se hizo mediante el software-controlador del manómetro empleado 
(Testo®Comfort). Para evitar posibles perturbaciones en las mediciones, se fabricó un 
soporte en el cual se ancla la cámara para así mantenerla fija y en una misma posición a 
la hora de realizar las medidas manométricas. 
 
 
Figura 2.1: (1) Cámara EBERS® P3D-6, (2) discos porosos y (3) montaje con un andamio de 
PLLA.  
 
2.2.1.1. Preparación de las muestras. 
 
 Las cinco muestras que se emplearon para el ensayo fueron previamente 
seleccionadas dentro de un lote de andamios cilíndricos de PLLA suministrados por el 
Centro de Biomateriales e Ingeniería Tisular (CBIT) de la Universidad Politécnica de 
Valencia. Se eligen las muestras con las dimensiones más homogéneas posibles, y se 
recortan cuidadosamente las bases desiguales con un escalpelo para conseguir que las 
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bases de cada cilindro sean lo más planas posibles. El espesor medio de las muestras  
resultó ser de 5,34 ± 0,06 mm y el diámetro medio de 6,26 ± 0,09  mm. 
 De estas cinco muestras, una se reserva para ser analizada en cada etapa del 
ensayo mediante μ-CT. El protocolo para esta muestra se detalla en la sección 2.2.2. 
 Una vez preparadas, todas las muestras son sumergidas sucesivamente en etanol 
(CH3CH2OH) a 96°, 80° y 70° y finalmente en agua destilada. Cada inmersión se realiza 
durante 3 minutos dentro de una cámara de vacío a 0,5 bar para asegurarse la 
eliminación de posibles burbujas de aire atascadas dentro de los poros de la estructura. 
Se dejan las muestras inmersas de nuevo en H2O destilada durante 24h antes de seguir 
con el protocolo. 
 
2.2.1.2. Protocolo experimental. 
 
1º. Ubicación de la muestra.  
 Cada muestra húmeda se coloca entre dos discos porosos y se inserta dentro de 
una cámara P3D-6, de tal manera que el disco inferior permita la sujeción del andamio 
mientras que el disco superior actúa como elemento compresor del andamio. La Figura 
2.2 detalla la correcta colocación del andamio.  
 A continuación la cámara se cierra cuidadosamente, evitando comprimir y pre-
acondicionar la muestra. Se recomienda dejar el menor espacio posible entre el disco y 
el andamio.  
 
2º. Distancia de referencia (estado inicial sin deformar). 
 Con un pie de rey se mide cuidadosamente la distancia entre los puntos A y B 
como se enseña en la Figura 2.3. Para una cámara con dos discos porosos y sin andamio 
la distancia AB es de 14,30 ± 0,05 mm. 
 Esta medición previa sirve de referencia para poder deformar la muestra con 
precisión en los siguientes pasos del protocolo. Conocido el espesor medio de las 
muestras (5,34 ± 0,06 mm), se determinan los gradientes de deformación a ser aplicados 
y así reducir sus espesores en un 10, 20, 30 y 40%. Para ello, en cada nivel de 
deformación se reducirá la distancia AB de la cámara. Por ejemplo, una reducción de 
aproximadamente 0,53 ± 0,01 mm será necesaria para lograr una deformación 
correspondiente de 10% del espesor medio de las muestras. 
 
3º. Montaje del sistema. 
 Como se mencionó anteriormente, se calcula la permeabilidad bajo el 
fundamento de la Ley de Darcy, midiendo la presión diferencial ∆𝑷. Para ello, se monta 
un circuito cerrado de agua destilada (con una 𝝁  = 10-3 Pa·s) y provisto por una bomba 
peristáltica con la que se gradúa el caudal (𝑸) requerido. Después de la bomba se 
conecta un amortiguador con el objetivo de absorber los impulsos generados por la 
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misma. Este amortiguador elimina las posibles sobrepresiones que se puedan presentar 
sobre las paredes del andamio garantizando un flujo constante y evitando el ruido en la 
lectura de datos. Sigue, a continuación, la cámara P3D-6 empalmada con válvulas de 
tres vías que permiten la conexión en paralelo de un manómetro diferencial con el que 
se consigue capturar las mediciones de presión antes y después del andamio. 
Finalmente, la línea aguas abajo vacía su contenido en un recipiente que se convierte 
nuevamente en la entrada del fluido al sistema. El sistema utilizado se muestra 
esquemáticamente en la Figura 2.4.  
 
 
 
Figura 2.2: (1) Disco poroso inferior, (2) 
andamio de PLLA, y (3) disco superior. 
  
 
Figura 2.3: Puntos de referencia para medir 
la deformación del andamio.
 
  
Figura 2.4: Esquema y montaje del sistema de medición para ensayos de permeabilidad de 
andamios de PLLA. (1) Almacenamiento (2) bomba peristáltica, (3) amortiguador, (4) válvulas 
de tres vías, (5) manómetro diferencial y (6) cámara P3D-6. 
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4º. Medición de la presión diferencial. 
 A cada andamio se le varía el caudal 𝑸 de forma incremental (20, 40 y 60 
mL/min), siguiendo el siguiente protocolo:  
 Se inicia con el llenado del sistema a un bajo 𝑸 (10 mL/min) para incidir de la 
menor forma posible sobre la estructura del andamio.  
 Se detiene la bomba con el objetivo de estabilizar el sistema durante dos minutos 
para determinar un punto de referencia inicial con un ∆P igual a cero.  
 Se impone el primer 𝑸 (20 mL/min) dejando estabilizar el sistema durante dos 
minutos.  
 Posteriormente se realiza la medición de ∆P con la captura de 200 datos (1 
captura/segundo) con el manómetro diferencial digital (Testo®521) el cual posee un 
rango de operación de 0 a 2000 hPa y una exactitud de ± 0.1%.  
 Terminada la toma de datos se procede a incrementar de forma continua el 𝑸 (a 40 y 
60 mL/min) repitiendo los pasos intermedios hasta terminar el ensayo.  
 
 Al final del ensayo se obtienen tres mediciones diferentes de ∆P, y al aplicar la 
Ec. 1 se obtiene la 𝒌 para cada variación de 𝑸. Los valores son promediados para 
determinar finalmente la 𝒌 intrínseca de cada estructura tridimensional. Se calcula el 
error estándar que determina la inexactitud en el pronóstico del valor experimental 
utilizado. Los resultados se presentan con la media ± el error estándar. 
 Es importante aclarar que siguiendo este protocolo, el ∆𝑷 medido con el 
manómetro corresponde al ∆𝑷 del sistema cámara-discos-andamio (∆𝑷Total), por lo cual 
el ∆𝑷 del andamio aislado (∆𝑷Andamio) se obtiene restando al ∆𝑷Total el ∆𝑷 de referencia 
correspondiente a la presión diferencial dentro de la cámara con los discos y sin el 
andamio: 
∆PTotal = ∆PAndamio + ∆PReferencia                                        (2) 
 Se pueden medir los ∆𝑷Referencia para cada gradiente de 𝑸 tanto antes como 
después del ensayo.  
 
5º. Deformación del andamio. 
 Una vez medidos los ∆𝑷,  se comprime el andamio hasta el siguiente gradiente 
de deformación, lo que se traduce en una reducción del espesor inicial de la estructura 
tridimensional y en la distancia AB en la cámara P3D-6. 
 
 Se repiten los pasos 4 y 5 para cada escalón de deformación (20%, 30% y 
40%). 
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2.2.2. Análisis de la macro-estructura. 
 
 Adicionalmente al ensayo de permeabilidad, se realizó un estudio con Micro-
tomografía Computarizada (μ-CT) que permite evaluar cualitativamente la distribución 
de la macro-porosidad y la red trabecular dentro de la arquitectura tridimensional del 
andamio. El equipo de micro-CT usado es un GE Healthcare eXplore Locus SP con el 
filtro de rayos X número 2, a un voltaje de 45 KV y una potencia de 120 mA. La 
resolución teórica del equipo es de 8 μm. El escaneo de cada muestra dura 
aproximadamente 6 horas. 
 A partir de una segmentación tridimensional de la muestra se consigue, con esta 
técnica, definir cuantitativamente el volumen total y el trabecular de la misma en mm
3
, 
y por ende, el volumen de los espacios vacantes que determinan el porcentaje de 
porosidad de la estructura. A partir de un histograma, se logra obtener cuantitativamente 
el tamaño medio del macro-poro y visualizar cual es la distribución por unidad de 
volumen y homogeneidad de los mismos (ver Figura 2.5). Las desventajas están 
asociadas al rango mínimo de resolución del equipo, ya que este factor define la mínima 
información adquirida en el proceso de lectura de una muestra. En este caso la 
resolución del equipo no permitió estudiar el micro-poro ni la micro-estructura de este 
andamio, que sabemos por SEM que se corresponde a un tamaño de entre 3 y 5 μm 
[17].  
 Finalmente, y mediante el tratamiento de imágenes, se puede obtener una malla 
de elementos finitos que se utilizará posteriormente en simulaciones computacionales 
con el objetivo de validar los resultados obtenidos en este estudio. 
 
 
 
Figura 2.5: Micro-tomografía realizada a un andamio de PLLA en la que se detalla la 
distribución y la homogeneidad de los macro-poros por unidad de volumen.[17] 
 
 
 El protocolo experimental implementado es idéntico al anterior, salvo que se 
vincula la realización de micro-tomografías del estado inicial (andamio de PLLA sin 
deformación) y para cada gradiente de deformación impuesto. El objetivo se centra en 
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poder estudiar y evaluar los cambios macro-estructurales que presenta la estructura al 
estar sometida a una deformación impuesta. Los resultados permitirán sustentar las 
tendencias que se reporten en el estudio de permeabilidad.  
 Una sola muestra es suficiente para llevar a cabo esta serie de análisis, dado que 
lo interesante está en estudiar las variaciones ocasionadas en una misma estructura. 
Además, considerar posibles repeticiones elevaría considerablemente el coste en tiempo 
por el procesamiento de la información (máquina/hombre). 
 
1º.Ubicación de la muestra. 
 Se coloca la muestra en su cámara de la misma manera que las anteriores, pero 
esta vez el andamio debe permanecer seco. 
 
2º. Análisis por μ-CT del estado inicial (sin deformar): 
 Se ubica el montaje de la muestra seca en su correspondiente cámara dentro del 
equipo μ-CT. De una muestra se obtienen 348 imágenes correspondientes a 360º de 
lectura (1 imagen para cada rotación de 1,03º). Estas imágenes, exportadas en formato 
DICOM (Digital Imaging and Comunication in Medicine), sirven de base para el 
posterior estudio y análisis. 
 Adicionalmente, las imágenes DICOM sirven para generar modelos geométricos 
del andamio. La segmentación del volumen se obtiene por un barrido de todos los 
escaneos simultáneos mediante el software Mimics. La estructura reconstruida es de 
aproximadamente 7,06 mm³ (3 mm de diámetro por 1 mm de espesor). 
 Una vez finalizada la micro-tomografía, se coloca una pipeta de plástico de 3 
mL en una de las salidas de la cámara  y se sumerge la otra salida en etanol a 96°, dando 
varios pipeteos largos durante 2 minutos para humedecer el andamio y evacuar las 
posibles burbujas de aire. Se repite la misma operación con etanol a 80°,70°, y H2O 
destilada (dos veces). 
 
 Para los pasos 3, 4 y 5 se sigue con el mismo protocolo planteado en el apartado 
2.2.1.2, respectivamente los pasos 2, 3 y 4 de la misma sección. 
 
6º. Deformación del andamio. 
 Se comprime el andamio en un 10% de su espesor inicial, y se procede al secado 
de manera contraria a como se humedeció: con una pipeta de plástico de 3 mL, se 
pipetea sucesivamente en etanol a 70°, 80° y 96° para evacuar la máxima agua posible.  
 Se deja secar en estufa a 37°C durante 24h, y transcurrido este tiempo se vuelve 
a analizar por μ-CT. (ver paso 2). 
 
 Se repite el protocolo para las deformaciones de 20%, 30% y 40% hasta acabar 
la serie de análisis y medidas. 
29 
 
2.3.  Resultados y discusiones. 
 
2.3.1. Permeabilidad. 
  
  Los resultados de las ∆𝑷 medidas y de las 𝒌 calculadas se muestran a 
continuación (ver Tabla 1 y Figuras 2.6 y 2.7). Se observa que la permeabilidad del 
andamio disminuye conforme la deformación aplicada va aumentando. Adicionalmente 
las barras de error (que explican la dispersión de los resultados experimentales) 
reportadas para 𝒌 van disminuyendo conforme el andamio es comprimido (Figura 2.6). 
Esta tendencia puede interpretarse como una homogeneización de la arquitectura 
trabecular una vez la deformación se va incrementando. En su estado inicial, la 
estructura presenta una distribución no homogénea de macro-poros y, debido a 
limitaciones del proceso de fabricación, también se observan poros con un tamaño más 
grande de lo esperado. Este comportamiento se aprecia en las imágenes 2.5 y 2.8. Con 
respeto al aumento del gradiente de deformación, se intuye que el tamaño medio de 
poro y el área de la superficie disminuyen, lo que se refleja en el aumento del 
diferencial de presión y la disminución de la permeabilidad 𝒌. Se puede suponer que la 
𝒌 llegará a un valor mínimo debido al colapso de las trabeculas. 
 Finalmente, se puede establecer una función que explica el comportamiento de 
la permeabilidad para un andamio estructural de PLLA bajo un gradiente de 
deformación. Tal y como se ve en la Figura 2.6, los datos de permeabilidad se ajustaron 
a una curva exponencial con un coeficiente de correlación R² = 0,9523. El análisis 
estadístico “one-way ANOVA” (Minitab v.15) aplicado a los datos de 𝒌 determinó que 
el estado inicial (sin deformación) es significativamente diferente del resto de los casos 
evaluados, lo que permite deducir que desde el punto de vista del comportamiento de la 
permeabilidad, el estado inicial no es comparable con los demás estados deformados. Se 
aprecia además que el error estándar correspondiente a la 𝒌 del estado no deformado es 
superior al de los demás estados comprimidos.  
 Los valores de la permeabilidad experimental del andamio deformado son 
superiores a los del cartílago articular sano en condiciones fisiológicas (entre 10
-14
 y 10
-
16
 m
4
/N·s) [28], lo que permite afirmar que el andamio de PLLA estudiado en el 
presente trabajo es adecuado para permitir una distribución uniforme de las células y los 
nutrientes dentro de la estructura tridimensional, necesaria durante el periodo de 
proliferación en cultivos in-vitro. 
 
Deformación ∆𝑷 (Pa) 𝒌 (m²) 
0% 696,74 ± 68,32
 
( 3,97 ± 0,73 ) ·10
-10 
10% 967,08 ± 115,77
 
( 2,05 ± 0,36 ) ·10
-10 
20% 1129,30 ± 204,39
 
( 1,65 ± 0,38 ) ·10
-10 
30% 1218,35 ± 197,72
 
( 1,22 ± 0,25 ) ·10
-10 
40% 1340,77 ± 183,93
 
( 0,94 ± 0,18 ) ·10
-10 
 
Tabla 1: Resultados de ∆𝑃 y de 𝑘 para los andamios de PLLA sometidos a gradientes de 
deformación. 
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Figura 2.6: Evolución de la permeabilidad en función del grado de deformación del andamio de 
PLLA. 
 
 
 
 
Figura 2.7: Evolución de la presión diferencial en función del grado de deformación del 
andamio de PLLA. 
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2.3.2. Macro-estructura. 
  
  La estructura de un andamio polimérico define las propiedades físicas del 
mismo, incluidas las mecánicas. La información obtenida del análisis de las imágenes 
DICOM para cada una de las micro-tomografías del andamio de PLLA y 
correspondientes a cada estado de deformación, permitió corroborar los resultados y 
tendencias obtenidas en la fase experimental. 
 Las imágenes muestran una estructura heterogénea y la presencia de diferentes 
tamaños de macro-poros. Esta morfología explica el margen de error observado en la 
permeabilidad experimental descrita anteriormente (apartado 2.3.1). En la Figura 2.8 se 
compara la estructura sin deformar y deformada al 40% del andamio. Se puede apreciar 
como la arquitectura heterogénea se homogeneíza al aplicarle una deformación ya que a 
medida que se comprime la estructura los macro-poros van cambiando de tamaño y los 
más grandes finalmente se asimilan a los demás poros, lo que apoya el comportamiento 
de la 𝒌 del andamio. El porcentaje de porosidad de la estructura obtenido a partir de los 
volúmenes segmentados y del tratamiento de imágenes determina una tendencia similar 
a la de la permeabilidad (Figura 2.9).  
 
 
Figura 2.8: Imágenes DICOM transversales de la macro-estructura del andamio de PLLA (a) 
sin deformar y (b) comprimido al 40%. 
 
 
Figura 2.9: Evolución de la porosidad del andamio de PLLA sometido a gradientes de 
deformación. 
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2.4. Conclusiones y trabajos futuros.  
 
 El protocolo experimental presentado en este capítulo permitió determinar tanto 
el comportamiento de la permeabilidad del andamio de PLLA, como el de su estructura 
trabecular, cuando está sometida a gradientes de deformación. La permeabilidad y la 
porosidad disminuyen conforme se comprime el andamio, hasta llegar a un supuesto 
colapso de los poros. La heterogeneidad de la estructura en su estado inicial, relacionada 
con la permeabilidad significativamente diferente de la de sus estados deformados, debe 
tomarse en cuenta a la hora de diseñar y fabricar el andamio de PLLA en vista de 
optimizar su comportamiento para su posterior uso tanto in vitro como in vivo. Un 
detalle relevante en este estudio ha sido determinar el comportamiento de los macro-
poros de la estructura polimérica, que bajo la deformación aplicada se colapsan en 
primer lugar y logran contribuir a la homogeneidad de la arquitectura, reflejada además 
con el comportamiento de la permeabilidad del andamio.  
 
 Los datos obtenidos en los análisis por μ-CT siguen en tratamiento para la futura 
elaboración y publicación de un modelo computacional del comportamiento del 
andamio de PLLA bajo deformación, en colaboración con Malvé M., Mena A. y Acosta 
Santamaría V.A. Este modelo se basará en la simulación de las propiedades físicas del 
andamio partiendo de los resultados obtenidos en el presente estudio. 
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Capítulo 3 
 
Comportamiento de la permeabilidad del 
andamio de PLLA durante un proceso de 
degradación bajo flujo continuo. 
 
 Para cumplir con su correcta función, un andamio estructural de PLLA debe 
presentar unas propiedades mecánicas estables bajo condiciones dinámicas, además de 
una degradación progresiva después de la implantación, coordinada con la cinética de 
producción del tejido in-vivo, permitiendo mantener sus propiedades mecánicas 
adecuadamente. 
 Varios autores han estudiado el comportamiento del andamio de PLLA durante 
un proceso de degradación estática [4, 29, 30,31]. Pero realmente, tanto in-vitro como 
in-vivo, la estructura polimérica estará expuesta a un entorno dinámico en el cual la 
degradación desempeña un papel primordial ya que está relacionada con el 
comportamiento mecánico de la estructura. 
 En este capítulo se presenta el protocolo experimental diseñado y aplicado para 
estudiar la evolución de la permeabilidad y de las propiedades mecánicas del andamio 
de PLLA durante un proceso de degradación dinámica bajo un flujo continuo. Debido a 
una contaminación fúngica descontrolada en las muestras durante los diferentes 
ensayos, los resultados del experimento de permeabilidad no se pudieron analizar 
productivamente. En cambio se propone una optimización del protocolo experimental 
para su futura aplicación. 
 
3.1. Degradación del PLLA. 
 
 La biodegradabilidad para un andamio en Ingeniería de Tejidos es esencial 
puesto que su misión es servir de soporte mecánico hasta ser eliminado por las células 
que formarán el tejido regenerado, sin la necesidad de una intervención quirúrgica 
adicional. La degradación debe ser progresiva después de la implantación del andamio, 
en coordinación con la regeneración del tejido in-vivo y así permitir mantener las 
propiedades mecánicas del mismo (ver Figura 3.1). Mientras las células están 
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fabricando su propia estructura matricial, el andamio debe proporcionar un soporte 
estructural para la lesión, hasta el momento en que el tejido regenerado sea capaz de 
tolerar la carga mecánica impuesta. La degradación depende de la superficie del 
andamio, de su forma, densidad, lugar de implantación y masa molecular del polímero 
empleado. Un fallo en la velocidad de degradación puede incidir negativamente en la 
regeneración del tejido, y en el peor de los casos en un colapso del mismo. 
 
 
Figura 3.1: Gráfica ilustrando la interdependencia entre la pérdida de peso molecular y la 
disminución de la masa de un andamio estructural tridimensional frente al tiempo en la 
ingeniería de tejido de cartílago. (A) Fabricación del andamio reabsorbible; (B) Sembrado de 
condrocitos  dentro del andamio en cultivos estáticos; (C) Crecimiento de tejido inmaduro en 
entorno dinámico; (D) Crecimiento de tejido maduro en entorno fisiológico; (E) Trasplante 
quirúrgico; (F) Asimilación del tejido trasplantado.  
Fuente: [30], traducido por A. Duizabo.  
 
 El uso de polímeros biodegradables como andamios temporales para el 
crecimiento de células/tejidos in-vitro para la aplicación en la regeneración de tejidos 
in-vivo se ha convertido en un aspecto muy importante de la investigación y del 
desarrollo dentro de la Ingeniería de Tejidos. Los polímeros biodegradables deben 
fabricarse con diseños que aporten estructuras mecánicamente estables antes de que 
puedan utilizarse como andamios aplicados en Ingeniería de Tejidos. La estabilidad 
mecánica de la estructura del andamio es importante durante la regeneración ya que 
debe mantener su forma y tamaño tanto in-vitro como in-vivo. 
 El PLLA es un termoplástico de la familia de los poliésteres biodegradables. Se 
diferencia de otros poliésteres por sus excelentes propiedades químicas, físicas y 
mecánicas. Al mismo tiempo, es el poliéster biodegradable que requiere mayores 
tiempos para su degradación. El tiempo en inmersión que corresponde a una pérdida de 
resistencia mecánica del 50%, es de aproximadamente 6 meses [32]. 
 La degradación del PLLA se realiza por procesos hidrolíticos y genera como 
subproducto moléculas de ácido láctico. Este subproducto del polímero es incorporado 
dentro de los procesos fisiológicos a nivel celular, donde continúa su degradación y da 
inicio a la ruta metabólica de los carbohidratos del organismo fácilmente metabolizable. 
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Esta característica convierte el PLLA, desde el punto de vista toxicológico, en un 
producto ideal para su uso en Ingeniería de Tejidos. Sin embargo, hay que destacar 
también que la degradación de este polímero provoca la acidificación del medio en el 
que se encuentra, aspecto que no siempre es tolerable por el tejido.  
 
3.2. Materiales y métodos. 
 
 Para evaluar el comportamiento de las propiedades mecánicas del andamio de 
PLLA durante su degradación bajo un flujo continuo, se emplearon los siguientes 
insumos: 
 24 muestras cilíndricas de PLLA poroso, con diámetros de 5,6 a 6,2 mm y 
espesores de 2,8 a 3,2 mm. 
 6 cámaras para cultivo celular EBERS® P3D-6. 
 Una bomba peristáltica con 8 canales ECOLINE®. 
 Tubos Tygon® con diámetro interno 3,2 mm, y 6 tubos con pasadores con 
diámetro interior 0,88 mm. 
 Conectores-adaptadores de diámetro 3,2 mm a 0,88 mm. 
 12 conectores-válvulas de tres vías. 
 3 frascos de 250 mL con PBS (Phosphate Buferred Saline). 
 Penicilina estreptomicina (P/S*). 
 Anfotericina B (Fungizone®). 
 
 La degradación de las muestras se experimentó a temperatura ambiente y bajo 
dos caudales distintos de PBS (1,5 y 3 mL/min). Se realizó el seguimiento del ensayo a 
3, 7, 14 y 21 días. Se emplearon 3 muestras de PLLA para cada tiempo de seguimiento 
y caudal de flujo, aprovechando así continuamente 6 de los 8 canales disponibles por la 
bomba peristáltica empleada. El experimento duró 24 días para cada rango de caudal. 
 
3.2.1. Preparación de las muestras. 
 
 Las muestras empleadas para el experimento se seleccionaron de la misma 
manera que en el ensayo de permeabilidad presentado en el Capítulo 2 sección 2.2.1.1. 
El espesor medio de las muestras elegidas fue de (3,0 ± 0,2) mm y el diámetro medio de 
(5,9 ± 0,3)  mm. 
 Una vez preparadas, se sumergen sucesivamente en etanol (CH3CH2OH) de 
gradación decreciente a 96°, 80° y 70° y finalmente en PBS. Se realiza cada inmersión 
durante 3 minutos dentro de una cámara de vacío a 0,5 bar. Finalmente, las muestras se 
dejan inmersas de nuevo en PBS durante 24h antes de seguir con el protocolo. 
 Al medio empleado (PBS) se le añade un tratamiento bactericida compuesto por 
una dosis de P/S* (Penicilina estreptomicina) correspondiente al 1% del volumen total 
de medio y de Fungizone® (Anfotericina B) correspondiente al 0,5% del volumen total. 
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3.2.2. Protocolo experimental. 
 
 Los andamios de PLLA humidificados se colocan en las cámaras P3D-6, 
cerrándolas cuidadosamente de manera que no se pre-acondicionen las muestras. Las 
cámaras se conectan mediante conectores-válvulas de tres vías a un circuito fluídico 
(Figura 3.2) similar al del montaje del ensayo de permeabilidad (sección 2.2.1.2, 
Capítulo 2): 
 Cada frasco de almacenamiento provee medio a dos muestras, por lo cual llevan 
tapones perforados con 5 agujeros: 2 entradas, 2 salidas, y 1 toma de aire (con un 
filtro) para que la presión dentro del sistema sea homogénea (presión atmosférica). 
 
 El medio contenido en los frascos se trata con bactericida (1% de P/S* y 0,5% de 
Fungizone®) cada 2~3 días para evitar la aparición de bacterias y la formación de 
hongos dentro del andamio. Además se recomienda proteger de la luz el contenido 
de los frasco por razón de la fotosensibilidad del Fungizone®. 
 
 Las salidas de medio se anclan en los canales de la bomba, que impulsa el PBS con 
un caudal de 1,5 mL/min hasta las cámaras conectadas al circuito mediante las 
válvulas de tres vías. El medio vuelve al frasco de almacenamiento por el canal de 
entrada. 
 
 Se emplean simultáneamente 6 de los 8 canales disponibles de la bomba peristáltica, 
organizados de la siguiente manera: tres canales corresponden a las tres muestras de 
cada tiempo de degradación (3, 7, 14, 21 días). Se dedican los tres primeros canales 
al seguimiento de 7 días de degradación, y los otros tres al de 21 días. Una vez 
transcurrido los 7 días de degradación de las primeras muestras, los mismos canales 
son dedicados al seguimiento de 14 días de degradación de tal manera que se 
terminen al mismo tiempo los seguimientos de 14 y 21 días de degradación. 
Finalmente se realiza el seguimiento de 3 días de degradación. 
 
 Una vez terminados todos los seguimientos para la degradación bajo caudal de 
1,5mL/min, se retiran las muestras, y se repiten los pasos anteriores cambiando el 
caudal del flujo de degradación a 3 mL/min para las nuevas muestras. 
 Se procede al lavado de las muestras degradadas, sumergiéndolas en agua 
destilada durante 3 minutos dentro de una cámara de vacío a 0,5 bar. 
 
3.2.3. Ensayo de permeabilidad. 
 
 Se mide la permeabilidad de los andamios de PLLA degradados siguiendo el 
protocolo experimental presentado en la sección 2.2.1.2 del capítulo anterior (pasos 3 y 
4). 
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Figura 3.2: Montaje del circuito de degradación de los andamios de PLLA bajo flujo continuo. 
(a) Almacenamiento, (b) bomba peristáltica, (c) cámaras P3D-6 con válvulas de tres vías. 
 
 
3.3. Resultados y discusiones. 
 
 Como se ha mencionado al principio de este capítulo, el protocolo experimental 
no fue productivo debido a la contaminación por hongos que sufrieron las muestras. A 
pesar de mantener el tratamiento bactericida a lo largo del ensayo, la proliferación no se 
pudo contener y las repercusiones sobre los resultados fueron evidentes a partir del 3º 
día de degradación bajo los dos caudales de flujo. Los datos obtenidos del ensayo de la 
permeabilidad se muestran en la Figura 3.3 y la Tabla 2.  
 
 
 
Figura 3.3: Evolución de la permeabilidad del andamio de PLLA contaminado en función del 
tiempo de degradación bajo flujo de PBS a caudales de 1,5 mL/min (en azul) y 3 mL/min (en 
verde). 
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Tiempo de 
degradación 
Degradación a Q = 1,5 mL/min Degradación a Q = 3 mL/min 
∆𝑷 (Pa) 𝒌 (m²) ∆𝑷 (Pa) 𝒌 (m²) 
0 días 523,1 ± 20,1
 
( 3,78 ± 0,34 ) ·10
-10 
523,1 ± 20,1
 
( 3,78 ± 0,34 ) ·10
-10 
3 días 530,3 ± 88,4
 
( 5,05 ± 1,89 ) ·10
-10 
630,5 ± 58,0
 
( 2,61 ± 0,57 ) ·10
-10 
7 días 550,8 ± 53,2
 
( 3,75 ± 1,04 ) ·10
-10 
442,1 ± 20,4
 
( 6,39 ± 1,28 ) ·10
-10 
14 días 638,6 ± 155
 
( 3,44 ± 1,07 ) ·10
-10 
501,3 ± 99,5
 
( 7,08 ± 2,55 ) ·10
-10 
21 días 560,9 ± 52,5
 
( 3,39 ± 0,81 ) ·10
-10 
1235,6 ± 68,9
 
( 8,62 ± 0,11 ) ·10
-10 
 
Tabla 2: Resultados de ∆𝑃 y de 𝑘 para los andamios de PLLA sometidos a gradientes de 
deformación. 
 
 A la vista de tales resultados, es evidente que la presencia de hongos ha afectado 
el experimento porque la alta dispersión de los datos experimentales para ambos rangos 
de caudales de degradación, expresado por el error estándar, muestra la alteración del 
experimento debido a la contaminación. 
 Además, la limitación en el número de andamios de PLLA (suministrados 
generosamente por el grupo CBTI de la Universidad Politécnica de Valencia) ha hecho 
imposible repetir los experimentos ni aumentar el tamaño muestral (3 andamios para 
cada tiempo de degradación) para obtener resultados estadísticamente relevantes. Todas 
las anteriores consideraciones indujeron a interpretar estos resultados como no 
aplicables para un análisis adecuado de la evolución de la permeabilidad de un andamio 
de PLLA en condiciones de degradabilidad dinámica bajo flujo. 
 
 
 Para optimizar y mejorar el protocolo utilizado, y dado que tanto el PBS y el 
ácido poli-láctico son productos nutritivos y metabolizables para los organismos 
celulares, se proponen las siguientes modificaciones: 
 Preparar las muestras de PLLA y el medio de PBS bajo un ambiente estéril 
(campana de flujo laminar). 
 
 Higienizar y/o esterilizar los componentes del circuito fluídico de degradación. 
 
 Realizar el montaje fluídico de degradación dentro un biorreactor, una incubadora o 
una estufa aseptizada, a temperatura de 37ºC y en ausencia de luz. 
 
 Prever un mayor número de muestras, como mínimo 48 andamios de PLLA. El 
coste en tiempo del ensayo de degradación se doblará, pero asegurando en 
contraparte la caracterización de las propiedades mecánicas con un muestreo 
comparable estadísticamente. 
 
 Dedicar al mínimo un andamio como muestra de control, a la cual se realizará el 
seguimiento de su macro-estructura con micro-tomografías en cada tiempo de 
degradación. 
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3.4. Conclusiones. 
 
 Este protocolo experimental resultó ser inapropiado e insuficiente para las 
condiciones en las que se deseó degradar los andamios de PLLA. La falta de esterilidad 
de las muestras y de los componentes del circuito fluídico para el ensayo de degradación 
han podido ser un factor muy relevante en el origen y la proliferación de la 
contaminación fúngica en los andamios de PLLA.  
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Capítulo 4 
 
Comportamiento del andamio de PLLA bajo 
deformaciones dinámicas. 
 
 La Ingeniería de Tejidos se basa principalmente en tres etapas: el diseño y la 
fabricación de un andamio estructural capaz de soportar las condiciones mecánicas y 
fisiológicas del tejido a reparar, un cultivo in vitro de células especificas que permitan la 
regeneración del tejido dentro del andamio seleccionado, y la implantación in vivo del 
andamio en la zona lesionada. Para el diseño óptimo del andamio se deben tener en 
cuenta las condiciones mecánicas y fisiológicas a las que puede estar sometido tanto en 
los periodos in vitro como in vivo [33]. 
 En este capítulo se presenta el protocolo experimental diseñado y realizado para 
estudiar el comportamiento de la permeabilidad del andamio de PLLA sometido a 
deformaciones cíclicas. Se evaluaron y analizaron los cambios experimentados por la 
tensión máxima soportada por la estructura frente a los niveles de deformación 
impuesta, la deformación acumulada a lo largo de los ciclos del ensayo, y la 
permeabilidad al inicio y al final del tratamiento. 
 Varios autores emplearon protocolos similares para estudiar el efecto de cargas 
compresivas dinámicas sobre la biosíntesis de condrocitos [34], o la degradación in 
vitro de andamios estructurales de otras composiciones [35, 31]. Mientras unos eligen la 
estimulación dinámica con control en carga, otros optan por el control en deformación, 
con amplitudes del 2% hasta 10% del espesor inicial de las muetras, a frecuencias 
fisiológicas (entre 0,1 y 1 Hz) y durante ensayos continuos o interrumpidos [33]. 
 Los resultados obtenidos permitirán completar el estado del arte sobre el 
comportamiento del andamio de PLLA en condiciones dinámicas, y evaluar la 
capacidad de la estructura polimérica estudiada a cumplir con sus futuros objetivos. 
 
4.1.  Materiales y métodos. 
 
 El experimento descrito en este capítulo se realizó empleando los siguientes 
materiales e instrumentos: 
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 9 muestras cilíndricas de andamios estructurales de PLLA, con diámetros de 5,8 
a 6,2 mm y espesores de 2,8 a 3,1 mm. 
 Un equipo BOSE-ElectroForce® BioDynamic 5210 Multi-specimen. 
 3 cámaras BioDynamic equipadas con pistones de compresión uniaxial. 
 3 células de carga BOSE® de 225 N. 
 3 conectores-válvulas. 
 Agua destilada. 
 Tapones Luer-Lock.  
 
 Se diseñó el experimento basándose en un ensayo de fatiga de amplitud 
constante, con control de desplazamiento: se impone a las muestras una deformación 
cíclica controlada para medir la respuesta en carga.  
 En el ensayo, los andamios se evaluaron bajo condiciones de inmersión en agua 
destilada. Este medio carece de aditivos nutricionales como sí los pueden contener el 
PBS (Phosphate Buffered Saline) y el SBF (Simulated Body Fluid),  medios usados 
para el cultivo celular in vitro. El tiempo de inmersión de las muestras (desde su 
preparación hasta finalizar la experimentación) fue entre 7 y 8 días. 
 Para este trabajo, se elaboraron tres series de ensayos, correspondientes a tres 
amplitudes de deformación sinusoidal distintas (2, 5 y 10% con respecto al espesor 
inicial del andamio), durante periodos ininterrumpidos de 200000 ciclos a una 
frecuencia de 0,75 Hz (equivalente a una zancada humana lenta [36]).  
 
4.1.1. Preparación de las muestras. 
 
 En este experimento, y para cada rango de deformación, se emplearon 3 
muestras de andamios estructurales de PLLA, para un total de 9 muestras. Su 
preparación y acondicionamiento es similar a la utilizada en los protocolos 
anteriormente expuestos (ver detalles en la sección 2.2.1.1 del Capítulo 2).  
 Es importante asegurar que el espesor y las caras de las diferentes muestras sean 
homogéneos entre sí. Para tal fin, se hizo uso de un pie de rey digital (con una precisión 
de 0,01 mm), y de papel de lija (tamaño de grano 240). De este modo, se obtuvieron tres 
tríos de muestras con espesores de 2,80 ± 0,02 mm, 3,00 ± 0,01 mm y 3,10 ± 0,03 mm. 
 
4.1.2. Ensayo de permeabilidad. 
 
 Antes y después del experimento de deformación dinámica de los andamios, se 
mide la permeabilidad de las muestras de PLLA siguiendo el protocolo experimental 
descrito en los pasos 3 y 4 de la sección 2.2.1.2 del Capítulo 2. Para las mediciones 
post-experimentales, se dejaron las muestras recuperarse de la deformación acumulada a 
lo largo el experimento, sumergiéndolas en agua destilada durante 24h. 
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4.1.3. Protocolo experimental. 
 
 Para llevar a cabo el experimento de deformación dinámica de los andamios de 
PLLA, se utilizó el dispositivo BioDynamic 5210 creado por BOSE-ElectroForce®, por 
su capacidad a ensayar varias muestras simultáneamente (ver el Anexo C para una 
descripción más completa del dispositivo). A pesar de ser diseñado como un biorreactor 
para cultivos celulares dinámicos en Ingeniería Tisular de hueso y cartílago, también 
permite realizar ensayos de tracción y compresión uniaxial. Dentro de estos ensayos se 
vinculan los de fatiga de materiales. 
 El equipo a disposición del I3A consta de tres cámaras de ensayo y células de 
carga, por lo cual se aprovechó esta capacidad para poner a prueba tres andamios 
simultáneamente. A continuación se detalla el protocolo experimental con el cual se 
realizó el ensayo de compresión dinámica sobre andamios de PLLA inmersos en agua 
destilada [37]: 
 
1º. Montaje de las cámaras BioDynamic.  
 Se ensamblan las cámaras BioDynamic con los pistones de compresión, bloqueados 
con collares y placas retenedoras (Figura 4.1).  
 
 Las tapas de metacrilato delanteras deben permanecer abiertas, mientras que las 
traseras están cerradas.  
 
 Los canales de los laterales de las cámaras se cierran con tapones Luer-Lock, 
excepto uno situado a la mayor altura donde va un conector-válvula (ver Figura 4.3). 
 
2º. Llenado de las cámaras y colocación de las muestras. 
 Con las cámaras posicionadas horizontalmente y los conectores-válvulas cerrados, 
se procede al llenado de cada cámara con un volumen aproximado de 150 mL de 
agua destilada. 
 
 Para colocar las muestras de andamios de PLLA pre inmersas, se separan los 
pistones de compresión aflojando únicamente los collares.  
 
 Sujetando cuidadosamente los andamios con unas pinzas se juntan los pistones hasta 
que las muestras logren mantenerse en posición, evitando comprimirlas y pre-
acondicionarlas (Figura 4.2). 
 
3º. Montaje del sistema BioDynamic. 
 Una vez los andamios de PLLA correctamente colocados, se cierran las tapas 
delanteras de las cámaras y se procede a su instalación en el dispositivo 
BioDynamic (ver Figura 4.3). 
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Figura 4.1: Pistón de compresión (izquierda) y cámara BioDynamic ensamblada (derecha). 
 
 
 
 
Figura 4.2: Andamio de PLLA alojado 
entre los pistones de compresión dentro 
de una cámara BioDynamic. 
 
Figura 4.3: Cámara instalada en el 
dispositivo BioDynamic 5210, con un 
andamio de PLLA inmerso en su 
interior. 
  
45 
 
 Los pistones inferiores se anclan primero en el armazón de carga, luego los pistones 
superiores en cada célula de carga. Se abren las válvulas de las cámaras para 
homogeneizar la presión dentro de ellas (presión atmosférica). 
 
 Los collares y las placas retenedoras se retiran, para así poder apretar los anclajes y 
ajustar la alineación entre los pistones de cada cámara. 
 
4º. Calibración de las células de carga. 
 A través del software controlador WinTest® 7, se inmoviliza el armazón de carga 
para que la calibración de cada célula de carga no pueda afectar a las demás. 
 
 Mediante los tornillos de “micro-ajuste” situados en los soportes de las células de 
carga, se ajusta el espacio entre los pistones superiores y las muestras hasta 
conseguir que sea el menor posible sin que haya contacto entre ellos.  
 
 Realizado este acondicionamiento, se ponen a cero las medidas de los sensores de 
carga mediante el comando “tara” del controlador. 
 
5º. Configuración del software controlador WinTest 7. 
 Se establece un pre-contacto previo entre las muestras y los pistones de 
compresión a través de los tornillos de “micro-ajuste”. La pre-carga aplicada se define a 
-0,20 N (por convención, el signo negativo indica un esfuerzo de compresión). Los 
parámetros del ensayo se configuran de la siguiente manera: 
 La compresión de las muestras se hace de forma sinusoidal. 
 Frecuencia de deformación: 0,75 Hz.  
 Amplitud de deformación: 2% del espesor inicial de las muestras. 
 Número de ciclos: 200100 ciclos. 
 Toma de datos (ciclo, deformación, carga): 100 puntos durante 10 ciclos, a 
intervalos de 20 000 ciclos y a partir de la condición inicial (ciclo: 0). 
 Conviene añadir un margen de 100 ciclos para poder realizar la última toma de 
datos, correspondiente a la condición final (ciclo: 200000).  
 De este modo, para cada ensayo se obtienen 11 seguimientos, con los datos 
necesarios para realizar las curvas de tensión-deformación desde el primero hasta el dos 
cienmilésimo ciclo. 
 Una vez realizado el experimento, se repiten los pasos 1 a 5 para las 
deformaciones del 5 y 10% sobre el espesor inicial de las muestras (sin deformación). 
 Es aconsejable tomar precauciones para evitar crear ruidos y perturbaciones en 
las medidas, debido a la alta sensibilidad de las células de carga. 
 Los datos, exportados en formato .txt, presentan los valores del desplazamiento 
del armazón de carga (mm) y de las cargas reportadas por las células de carga (N) para 
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las tres muestras ensayadas. Las fórmulas de conversión de estas medidas en 
deformación 𝜺 (%) y en tensión 𝝈 (MPa) son las siguientes: 
𝜎 =
|𝐹|
𝐴
   𝜀 =
∆𝐿
𝐿
    (3) 
donde |𝑭| es el valor absoluto de la carga reportada por la estructura tridimensional ante 
la deformación impuesta, 𝑨 su área transversal inicial, 𝑳 el espesor inicial de la muestra 
y ∆𝑳 el desplazamiento del armazón de carga cuya longitud depende de la deformación 
solicitada en función del espesor de la muestra. 
 
4.2.  Resultados y discusiones. 
 
4.2.1. Deformación dinámica. 
 
 Las gráficas de tensión-deformación obtenidas a partir de las medidas 
experimentales se muestran en la Figura 4.4. Las curvas de tensión máxima 𝝈máx 
(Figura 4.5) se determinaron a partir de los valores promedios de la tensión alcanzada 
cuando la deformación llega al 98% de su amplitud máxima para cada ciclo 
(correspondiente a deformaciones de 1.96, 4.9 y 9.8% respectivamente). De la misma 
manera, se determinó la deformación acumulada por los andamios 𝜺acum (Figura 4.6) 
cuando la tensión medida sobrepasa su valor mínimo impuesto por la pre-carga inicial. 
Los valores de tensión máxima y de deformación acumulada se recompilan 
respectivamente en las tablas 3 y 4. 
 En las gráficas de tensión-deformación (Figura 4.4), se pueden identificar en los 
primeros ciclos de ensayo los bucles de histéresis elástica del andamio de PLLA, que se 
comprimen progresivamente con el paso de los ciclos. El área dentro de estos bucles 
corresponde a la diferencia entre los trabajos realizados durante la compresión y la 
relajación de las muestras. Para una deformación del orden de 2% del espesor inicial, 
los bucles se superponen entre sí durante la totalidad del ensayo. Tendencias que se 
ilustran en las Figuras 4.5 y 4.6, donde se aprecian las conductas lineales para 𝝈máx y a 
partir de los 40000 ciclos para 𝜺acum. A través de estas observaciones se refleja el 
comportamiento elástico de la estructura tridimensional de PLLA.  
 Bajo deformaciones del 5 y 10% con respeto al espesor inicial del andamio, la 
estructura sufre una mayor deformación acumulada, que se estabiliza al 2,55% a partir 
de los 60000 ciclos para la amplitud de deformación del 5%, y 5.70% a partir de los 
80000 ciclos para la amplitud del 10% (ver Figura 4.5). De la misma manera la 𝝈máx 
disminuye hasta alcanzar valores más estables (alrededor de 0,033 MPa y 0,019 MPa 
respectivamente). Se puede intuir que la estructura de PLLA sufrió daños al nivel de las 
trabéculas: las más delgadas se colapsaron frente a las compresiones repetidas, dejando 
una arquitectura formada en su mayor parte por trabéculas más gruesas. Ellas solas 
siguen aguantando las cargas y contribuyen a la recuperación parcial de la deformación 
infligida al andamio. Esta redistribución de las trabéculas explicaría las tendencias 
lineales de 𝝈máx y 𝜺acum observadas para estas amplitudes de deformación en las Figuras 
4.5 y 4.6.  
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Figura 4.4: Curvas representativas de la tensión soportada por el andamio de PLLA frente a 
una deformación cíclica del (a) 2%, (b) 5% y (c) 10% respecto a su espesor inicial. 
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 En el caso de deformaciones del 5 y 10% respecto al espesor inicial de las 
muestras, la variabilidad de los resultados reportados para 𝝈máx disminuye conforme 
pasan los ciclos (ver Tabla 3), lo que puede interpretarse como una heterogeneización 
de la arquitectura trabecular, que acaba constituida únicamente por las trabéculas más 
gruesas que no se colapsaron.  
 
 
Figura 4.5: Gráfica de la tensión máxima para cada amplitud de deformación dinámica. 
 
 
Nº de ciclos 
Tensión máxima (MPa) 
Deformación al 2% Deformación al 5% Deformación al 10% 
0 0,0176 ± 0,0085 0,0661 ± 0,0215 0,0447 ± 0,0144 
20000 0,0187 ± 0,0085 0,0453 ± 0,0138 0,0288 ± 0,0115 
40000 0,0189 ± 0,0085 0,0409 ± 0,0120 0,0250 ± 0,0086 
60000 0,0167 ± 0,0077 0,0361 ± 0,0103 0,0221 ± 0,0072 
80000 0,0183 ± 0,0082 0,0357 ± 0,0099 0,0202 ± 0,0063 
100000 0,0190 ± 0,0084 0,0352 ± 0,0095 0,0206 ± 0,0063 
120000 0,0177 ± 0,0079 0,0329 ± 0,0086 0,0201 ± 0,0059 
140000 0,0191 ± 0,0084 0,0316 ± 0,0082 0,0175 ± 0,0054 
160000 0,0192 ± 0,0084 0,0318 ± 0,0083 0,0194 ± 0,0061 
180000 0,0177 ± 0,0078 0,0309 ± 0,0078 0,0194 ± 0,0059 
200000 0,0185 ± 0,0081 0,0298 ± 0,0077 0,0177 ± 0,0054 
 
Tabla 3: Resultados de la tensión máxima para cada amplitud de deformación dinámica y 
número de ciclos. 
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Figura 4.6: Gráfica de la deformación acumulada para cada amplitud de deformación 
dinámica. 
 
 
Nº de ciclos 
Deformación acumulada (%) 
Deformación al 2% Deformación al 5% Deformación al 10% 
0 0,3 0,5 0,8 
20000 0,5 1,7 4,2 
40000 0,63 2,1 4,9 
60000 0,65 2,4 5,2 
80000 0,67 2,4 5,7 
100000 0,67 2,4 5,75 
120000 0,7 2,5 5,75 
140000 0,67 2,6 5,7 
160000 0,65 2,7 5,6 
180000 0,7 2,7 5,75 
200000 0,7 2,7 5,75 
 
Tabla 4: Resultados de la deformación acumulada para cada amplitud de deformación 
dinámica y número de ciclos. 
 
 
 La estabilidad del comportamiento del andamio de PLLA durante 200000 ciclos 
de deformación dinámica con una amplitud del 2% respecto al espesor inicial, permite 
afirmar que este rango de deformaciones altera mínimamente a la arquitectura del 
andamio y a su capacidad a aguantar las deformaciones periódicas. En cambio, la 
aplicación de amplitudes de deformación mayores tiende a colapsar la estructura 
tridimensional, exigiendo la redistribución de sus trabéculas para resistir de forma 
estable a las cargas impuestas. 
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4.2.2. Permeabilidad. 
 
 Los resultados de las ∆𝑷 medidas y de las 𝒌 calculadas se reportan en la Tabla 5 
y las Figuras 4.8 y 4.9. Mediante un análisis estadístico “One-Way ANOVA” aplicado a 
los datos de ∆𝑷 y 𝒌, se reveló una diferencia significativa entre los resultados para las 
muestras deformadas y los del control, que corresponden al estado previo al ensayo. Por 
lo cual se descartan los posibles vínculos entre estas dos condiciones. Tal y como se 
puede apreciar en la Figura 4.8, la permeabilidad 𝒌 va incrementando en acorde con la 
amplitud de la deformación dinámica que se impuso a la estructura tridimensional de 
PLLA. Esta tendencia apoya las hipótesis anteriormente formuladas. A mayor amplitud 
de deformación, las trabeculas delgadas no resisten a la carga impuesta y colapsan, lo 
cual implica la formación de espacios vacantes y, por consecuente, un aumento del 
número y tamaño de macro-poros dentro de la arquitectura tridimensional. La Figura 4.7 
ilustra la repartición de las trabéculas de distintos tamaños dentro de un andamio de 
PLLA sin deformar. Se pueden distinguir claramente las trabéculas más delgadas de las 
más gruesas. 
 
 
 
Figura 4.7: Imagen por Microscopía Electrónica de Barrido (a) y micro-tomografía (b) de un 
andamio estructural de PLLA.  
Fuente: [17] 
 
 Además, un detalle relevante se observó durante el protocolo del ensayo de 
permeabilidad: transcurrido 24h después de la experimentación, las muestras se 
recuperaron totalmente de su deformación acumulada en el caso de una deformación del 
2% con respecto al espesor inicial. Para les deformaciones del 5 y 10%, la deformación 
acumulada se reduzco respectivamente hasta el 1 y el 3% del espesor inicial. Este 
fenómeno, junto con las observaciones anteriores, justifica el comportamiento estudiado 
para la permeabilidad.  
 Finalmente, el alto error típico asociado a la 𝒌 para la amplitud de deformación 
del 10% puede interpretarse como una heterogeneidad elevada de la estructura 
tridimensional, consecuencia de la redistribución de sus trabéculas. 
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Figura 4.8: Permeabilidad del andamio de PLLA para cada amplitud de deformación dinámica 
aplicada durante 200 000 ciclos. 
 
 
 
Figura 4.9: Presión diferencial para cada amplitud de deformación dinámica aplicada al 
andamio de PLLA durante 200 000 ciclos. 
 
 
Amplitud de deformación  ∆𝑷 (Pa) 𝒌 (m²) 
0% (control) 434,41 ± 31,22 ( 4,51 ± 0,99 ) ·10
-10
 
2% 801,63 ± 118,05 ( 1,68 ± 0,42 ) ·10
-10
 
5% 610,32 ± 29,75 ( 2,44 ± 0,26 ) ·10
-10
 
10% 587,58 ± 72,68 ( 2,98 ± 0,95 ) ·10
-10
 
 
Tabla 5: Resultados de ∆𝑃 y de 𝑘 para los andamios de PLLA sometidos a deformaciones 
dinámicas durante 200 000 ciclos. 
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4.3. Conclusiones. 
 
 El protocolo experimental diseñado y elaborado para estudiar el comportamiento 
del andamio de PLLA frente a deformaciones dinámicas permitió evaluar la influencia 
de la amplitud de la deformación impuesta a la estructura polimérica inmersa sobre su 
permeabilidad. Se establece que una amplitud de deformación del 2% respecto al 
espesor inicial del andamio es la más tolerada por su estructura, la cual conserva una 
conducta estable y no acumula deformación a lo largo del experimento. Mientras que 
frente a deformaciones de mayor amplitud, la estructura tridimensional de PLLA se ve 
alterada por el cúmulo de las cargas compresivas y su arquitectura se readapta mediante 
la deformación de las trabéculas, volviéndose más heterogénea. La permeabilidad del 
andamio en su condición final permanece dentro del rango de valores tolerables para su 
uso como injerto en regeneración de cartílago articular.  
 La tendencia de la estructura tridimensional de PLLA a modificar su 
conformación es un comportamiento crítico y no despreciable para el cultivo celular 
dinámico in vitro y la implantación in vivo del andamio, teniendo en cuenta las 
condiciones fisiológicas de compresión a las que estará expuesto para tal uso. 
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Capítulo 5 
 
Conclusiones y trabajos futuros. 
 
5.1. Conclusiones.  
 
 A lo largo de este trabajo, se han desarrollado diferentes metodologías para 
evaluar experimentalmente el comportamiento del andamio estructural de PLLA en 
entorno dinámico. La realización de las mismas ha permitido determinar las siguientes 
conclusiones, que se delinean agrupadas por las siguientes temáticas: 
 
Comportamiento de la permeabilidad bajo gradientes de deformación: 
 Conforme se comprime el andamio, su permeabilidad y su porosidad disminuyen 
hasta llegar a un supuesto colapso. 
 
 Los macro-poros de la estructura tridimensional colapsan bajo las deformaciones 
aplicadas, lo que contribuye a la homogeneización de la arquitectura del andamio. 
 
 La heterogeneidad de la estructura en su estado inicial, y la diferencia significativa 
entre su permeabilidad y la de los estados deformados, debe tomarse en cuenta a la 
hora de diseñar el andamio de PLLA en vista de optimizar su comportamiento para 
su posterior uso tanto in vitro como in vivo. 
 
Comportamiento de la permeabilidad durante un proceso de degradación bajo flujo: 
 El protocolo experimental resultó ser inapropiado e insuficiente para las condiciones 
en las que se deseó degradar los andamios de PLLA. 
 
 La falta de esterilidad de la muestras y de los componentes del circuito fluídico para 
el ensayo de degradación han sido un factor relevante en el origen y la proliferación 
de la contaminación fúngica en los andamios de PLLA. 
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Comportamiento del andamio bajo deformaciones dinámicas: 
 Una amplitud de deformación del 2% respecto al espesor inicial del andamio afecta 
mínimamente sus propiedades estructurales. 
 
 A mayor amplitud de deformación, la estructura tridimensional se ve alterada por el 
cúmulo de cargas compresivas y su arquitectura se readapta mediante la 
deformación de las trabéculas, volviéndose más heterogénea. 
 
 La tendencia de la estructura tridimensional de PLLA a modificar su conformación 
es un comportamiento crítico y no despreciable para el cultivo celular dinámico in 
vitro y la implantación in vivo del andamio. 
 
5.2. Trabajos futuros.  
 
 A continuación se citan algunas líneas de trabajo futuro que se podrían abordar, 
para permitir ahondar más en la caracterización del andamio de PLLA y en la 
valoración de su funcionalidad para sus futuras aplicaciones: 
 Elaborar un modelo computacional del comportamiento del andamio de PLLA bajo 
deformación, basado en la simulación de las propiedades mecánicas y estructurales 
del andamio, partiendo de los resultados obtenidos experimentalmente en este 
trabajo. 
 
 Estudiar el comportamiento y la evolución de las propiedades mecánicas (modulo de 
Young, modulo agregado) y estructurales (porosidad, tamaño de poros) del andamio 
bajo deformaciones dinámicas. 
 
 Estudiar y perfeccionar una metodología para caracterizar las propiedades 
mecánicas de la estructura tridimensional de PLLA bajo degradación dinámica con 
flujo. 
 
 Elaborar una metodología para estudiar la estimulación de células, mediante el 
cultivo celular dinámico dentro del andamio. 
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Anexo A 
 
Proceso de síntesis de los andamios de 
PLLA. 
 
 El Centro de Biomateriales e Ingeniería Tisular de la Universidad Politécnica de 
Valencia (CBIT) optó por realizar la síntesis de andamios biodegradables sintéticos 
basados en el ácido poli-L-láctico (PLLA). La fórmula química de este polímero se 
representa en la Figura A.1. Estos andamios estaban concebidos para ser empleados, en 
última instancia, en la regeneración del tejido osteocondral articular. Para la obtención 
de los andamios se combinaron los métodos de Extracción de Solvente en Frío o 
"Freeze Extraction" (FE) y de Eliminación de Partículas por Disolución o "Particle 
Leaching" (PL), lo que permite obtener una estructura con doble porosidad. Un macro-
poro que permite alojar a las células y la matriz extracelular sintetizada, y un micro-
poro que favorece el transporte de oxígeno, nutrientes y otras sustancias en el proceso 
de regeneración del tejido. Esta micro-porosidad permite además regular la velocidad de 
degradación del material manteniendo la porosidad y tamaño de macro-poro constante.  
 
 
Figura A.1: Diagrama de una molécula de ácido poli-L-láctico (PLLA).  
Imagen adaptada [38]. 
 
 El proceso de fabricación mediante FE consiste en reducir suficientemente la 
temperatura para provocar una separación de fase líquido-líquido, donde el solvente y el 
polímero cristalizan formando una fase pobre y otra rica en polímero. Cabe destacar que 
para este estudio en particular, puesto que la mezcla polímero/solvente se enfría por 
contacto directo con nitrógeno líquido, en realidad se obtiene una separación sólido-
líquido. 
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 A continuación, se elimina la fase pobre en polímero utilizando un disolvente a 
baja temperatura para que no interactúe con la fase rica en polímero, dejando una 
estructura micro-porosa. Hay que procurar que durante la extracción en frío, el polímero 
se mantenga por debajo de su temperatura de transición vítrea, para que la extracción 
del solvente del polímero se produzca sin colapso de la estructura micro-porosa 
(provocada por la separación de los cristales del solvente en el proceso de congelación).  
 La macro-estructura porosa se consigue mediante la adicción de partículas de 
porógeno a la mezcla de partida polímero/solvente. El porógeno es eliminado por el 
método PL haciendo uso de un solvente en el que, una vez más, no se permita la 
disolución del polímero. De este modo, el espacio originalmente ocupado por el 
porógeno se convierte en poros de diámetro similar al de las partículas insertadas.  
 En el caso concreto de la fabricación de los andamios para este proyecto, se usó 
un PLLA de grado médico (PURASORB PL 18) con una viscosidad de 1,8 dl/g. que 
fue adquirido a Purac Biomaterials (Holanda). Las esferas de poli-etil-metacrilato de 
Elvacite (2043 acrylic resin) con un diámetro de 120 a 180 μm son utilizadas como 
porógeno, y dioxano 1-4 (98% de pureza - Sigma Aldrich) fue utilizado como solvente 
del PLLA y es el responsable de la generación del micro-poro. Las proporciones de 
PLLA/porógeno fueron de 1:1 y la concentración de PLLA en la solución de dioxano 
de 15%. 
 El polímero congelado (con nitrógeno líquido) es sumergido en el etanol 
(Scharlau - 99,9%) pre-refrigerado para eliminar los cristales de dioxano a -20ºC. El 
etanol se cambia reiteradamente hasta que el dioxano se extraiga totalmente. 
Posteriormente, el porógeno es disuelto por inmersión en etanol a 40ºC bajo agitación y 
después de varios cambios del etanol. Las muestras fueron cortadas en cilindros de ± 6 
mm de diámetro y espesor de ± 3 mm. Finalmente, los andamios son secados al vacío a 
70ºC y esterilizados.  
 La razón para seleccionar el dioxano como solvente de los polímeros 
biodegradables es que tiene un punto de ebullición relativamente bajo (101,1ºC), con 
una temperatura de fusión bastante elevada (11,8ºC), lo que permite una fácil 
eliminación por un proceso de FE. El dioxano es un éter cíclico con la fórmula C4H8O2 
con un esqueleto de 4 átomos de carbono y 2 átomos de oxígeno en posiciones opuestas 
dentro de un hexágono (ver Figura A.2). En condiciones normales se trata de un líquido 
volátil e incoloro. Es completamente miscible con el agua, etanol y éter. 
 
 
 
Figura A.2: Diagrama de una molécula de dioxano 1-4. 
 
  
61 
 
 
 
 
Anexo B 
 
Diseño de discos porosos para los ensayos de 
permeabilidad. 
 
 A continuación se presentan los planos de diseño y fabricación de los discos 
porosos utilizados en los ensayos de permeabilidad realizados para la caracterización de 
los andamios estructurales de PLLA de este trabajo. El diseño CAD y los planos se 
realizaron mediante el programa Autodesk® Inventor Profesional, y las piezas se 
fabricaron con técnicas de prototipado rápido (Figura B.1). 
 Se realizaron con el doble objetivo de sujetar el andamio de PLLA dentro de 
una cámara P3D-6, y poder aplicarle un gradiente de deformación simultáneamente. El 
tamaño y la repartición de sus poros se diseñaron de tal forma que la pieza tenga la 
mayor permeabilidad posible, manteniendo una solidez adecuada.  
 
 
 
Figura B.1: Representación tridimensional de un disco poroso (izquierda) y discos porosos 
fabricados por prototipado rápido (derecha). 
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Anexo C 
 
Presentación de los sistemas BOSE-
ElectroForce® BioDynamic. 
 
 Los biorreactores BioDynamic 5210 y 5710 fabricados por BOSE-
ElectroForce®, que se encuentran a disposición del Instituto de Investigación en 
Ingeniería de Aragón (I3A) de la Universidad de Zaragoza, son sistemas que permiten 
realizar ensayos mecánicos y cultivos celulares dinámicos para el uso en Ingeniería de 
Tejidos.  
 Las aplicaciones de estos equipos van desde la caracterización de múltiples 
muestras de gran variedad, sean tejidos biológicos o biomateriales, hasta el estímulo 
mecánico de cultivos celulares dentro de andamiajes. Su capacidad de movimiento 
uniaxial permite administrar cargas de tensión o de compresión y flujos pulsátiles de 
estimulo programables con una alta precisión. El rango de movimiento del armazón de 
carga es de 12,7 mm con una precisión de 0,001 mm, y el rango de medida de cada 
célula de carga es de 225 N con una resolución de 0,01 N. El sistema 5210 (Figura C.1) 
consta de múltiples cámaras versátiles que se adaptan a distintos tejidos (vasos 
sanguíneos, hueso, cartílago, etc.). El diseño de los equipos permite su instalación 
parcial o total dentro de una incubadora de cultivos celulares. 
 El sistema mono-espécimen BioDynamic 5710 (Figura C.2) está equipado con 
un micrómetro de láser para medir la variación del diámetro externo de muestras 
tubulares como por ejemplo vasos sanguíneos, con un rango de medida de 0,3 a 30 mm 
y una frecuencia de escaneo de 400 Hz. Otro accesorio armado a los equipos 
BioDynamic es el extensómetro digital (Digital Video Extensometer, DVE) para el 
cálculo de deformaciones primarias, segundarias y de cizalladura (basado en las 
fórmulas de Green-Lagrange) con resoluciones altas. 
 
 Para el correcto uso y mantenimiento de los equipos BioDynamic, se siguió una 
formación profundizada a través de video-conferencias online desde el Centro de 
Aprendizaje BOSE-ElectroForce® (Learning Center), y tutorías personales con el 
representante técnico comercial de BOSE-ElectroForce®, Francia. 
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Figura C.1: Sistema Biodynamic 5210 multi-espécimen (izquierda), y sistema generador de 
pulso fluídico (derecha). 
 
 
 
 
 
Figura C.2: Sistema Biodynamic 5170 mono-espécimen con micrómetro de láser. 
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Anexo D 
 
Resumen de las prácticas del Trabajo Fin de 
Máster. 
 
 “Para el cumplimiento de la parte práctica del presente Trabajo Fin de Máster, 
he elegido asistir, como observador, a las intervenciones quirúrgicas que se realizaron 
en el área de Quirófanos del Hospital Royo Villanova en Zaragoza, durante el periodo 
del 9 al 13 de Julio del 2012. 
 Bajo la tutela del Doctor José Antonio Fatás Cabeza, Jefe de Servicio en Cirugía 
general y del aparato digestivo del Hospital Royo Villanova, estuve presente en cada 
intervención quirúrgica realizada durante mi estancia, junto con el equipo de cirujanos y 
enfermeras del área de Quirófanos. Pude observar con atención el procedimiento de las 
operaciones, fueran con métodos convencionales o de mínima invasión, desde el ingreso 
de los pacientes en los bloques quirúrgicos hasta su salida. 
 Asistí a intervenciones laparoscópicas, principalmente de aparato digestivo, 
realizadas sobre casos de obesidad mórbida, cánceres de colon y estómago, apendicitis 
agudas, además de intervenciones traumatológicas de colocación de prótesis de rodilla, 
cadera, placas de fijación de fracturas óseas, ligamentoplastia, y operación de juanete. 
En presencia de los representantes de casas comerciales de prótesis, como Zimmer® y 
Stryker®, y de instrumentación quirúrgica y endoscópica, aproveche la oportunidad 
para compartir y profundizar mis conocimientos con ellos. 
 Esta experiencia me permitió reflexionar y desarrollar mis ideas sobre la mejora 
de las técnicas quirúrgicas laparoscópicas y traumatológicas, y de su instrumentación. 
Aunque esta parte práctica no tuvo relación directa con el tema del TFM, me facilitó 
vincular correctamente los trabajos en la investigación en Ingeniería de los Tejidos con 
su posterior e hipotética aplicación in vivo en futuros pacientes.” 
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Anexo E 
 
Trabajos complementarios. 
 
 A lo largo del desarrollo del presente Trabajo Fin de Máster, participe y colabore 
voluntariamente en los siguientes trabajos segundarios: 
 
Pruebas de cultivo celular dinámico con un biorreactor de flujo: 
 EBERS®, empresa “spin-off” de la Universidad de Zaragoza, desarrolló la 
fabricación de un biorreactor de flujo (TEB1000) para realizar cultivos celulares 
dinámicos. Se hicieron pruebas de cultivo celular en andamios cerámicos 
(Sponceram®) para evaluar  el correcto funcionamiento del dispositivo, y realizar por la 
misma ocasión un video tutorial del protocolo de montaje de los componentes del 
sistema. Se puede visualizar este tutorial en las siguientes páginas web: 
http://www.ebersmedical.com/  
http://www.youtube.com/watch?v=KWQyhL86cDs&feature=player_embedded.  
 
Ensayos de fatiga de biomateriales: 
 Se colaboró en la realización del Proyecto Fin de Carrera “Caracterización 
Mecánica de hidrogeles de Pluronic® para aplicaciones en Ingeniería de Tejidos” del 
alumno Alexis Allueva Arjol, diseñando y elaborando un protocolo experimental para 
estudiar la evolución de las propiedades mecánicas de hidrogeles de Pluronic® de dos 
concentraciones distintas, bajo un ambiente dinámico de deformación. Se realizaron los 
ensayos en condiciones de cultivo celular dinámico, usando el biorreactor BOSE-
ElectroForce® BioDynamic 5210. 
 Siguiendo el mismo protocolo definido para los hidrogeles de Pluronic®, se 
realizaron ensayos experimentales para caracterizar mecánicamente unos hidrogeles 
híbridos de PEA/PHEA (Poli-etil acrilato/Poli-hidroxietil acrilato) bajo deformaciones 
dinámicas. Los resultados fueron destinados a la elaboración del PFC de Carlos Pelegay 
Salas, “Caracterización de biomateriales compuestos para su uso en Ingeniería de 
Tejidos”. 
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Publicación de un artículo de revista científica: 
 Se colaboró en la elaboración del artículo “Computational methodology to 
determine fluid related parameters of non-regular three-dimensional scaffolds”, 
publicado por Acosta Santamaría V.A, Malvè M., Duizabo A., Mena Tobar A., Gallego 
Ferrer G, García Aznar J.M., Doblare M., y Ochoa Garrido I., que ha sido aceptado en 
la revista Annals of Biomedical. 
 
Ensayos de permeabilidad de andamios de β-TCP: 
 Para la elaboración de la tesis doctoral de Sonja Kress, titulada ”Osteogenic 
differenciation of Human Mesenchymal stem cells by the design of a micro-
environment”, se realizaron una serie de ensayos de permeabilidad sobre andamios 
cerámicos Sponceram 30-90 (Zellwerk GmbH) y Osseolive (Curasan), destinados a la 
investigación en ingeniería tisular de hueso. Se empleó el permeámetro patentado por el 
grupo GEMM. 
 
Degradación de bloques de PLLA: 
 En colaboración con el grupo CBIT de la Universidad Politécnica de Valencia, 
se implementó un protocolo experimental para estudiar y caracterizar la degradación de 
bloques de ácido poli-L-láctico (PLLA). Las muestras se mantuvieron inmersas en PBS 
y en SBF durante tiempos de seguimiento de 6, 12, 24 y 36 semanas y a temperatura de 
37ºC. Se evaluaron la pérdida de masa,  los cambios de volumen, y las propiedades 
mecánicas (módulo de Young Es, y módulo agregado Ha) mediante ensayos de 
compresión uniaxial (confinada y no confinada). 
 
Diseño de un “gradient maker”: 
 Un gradient maker es un instrumento usado en bioquímica para producir un 
gradiente lineal de concentración al mezclar dos soluciones acuosas. Dado el alto precio 
comercial del dispositivo, y su necesidad en los laboratorios, se realizó un diseño CAD 
de un gradient maker para ser fabricado mediante técnicas de prototipado rápido con el 
fin de minimizar los costes (Figura E.1). A continuación, se presentan los planos del 
diseño y fabricación de los componentes del instrumento. 
 
  
Figura E.1: Diseño tridimensional de los componentes del gradient maker (izquierda), y piezas 
fabricadas por prototipado rápido, ensambladas (derecha). 
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